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Infertilitas menjadi salah satu masalah dalam sistem kesehatan reproduksi. 
Salah satu faktor yang mempengaruhi infertilitas berasal dari sesuatu yang kita 
konsumsi seperti makanan. Produsen makanan sebagian besar  mencampurkan zat 
berbahaya seperti Rhodamin B (RB). RB termasuk senyawa xenobiotik  (senyawa 
asing bagi tubuh) yang memiliki produk samping berupa radikal bebas. Solusi untuk 
menangani masalah radikal bebas perlu adanya antioksidan tambahan dari luar 
tubuh.Tujuan penelitian ini membuktikan pengaruh pemberian Vitamin C (VC), 
Vitamin E (VE) dan kombinasi keduanya (VCE) terhadap jumlah folikel tikus galur 
wistar betina yang diberi rhodamin B (RB). Penelitian ini merupakan penelitian 
eksperimental yang dilakukan di laboratorium farmakologi FK UB, menggunakan 
hewan coba tikus galur wistar betina yang dibagi menjadi 5 kelompok : K(-) , K (+), 
VC, VE dan VCE. Tikus diberi perlakuan selama 36 hari dengan dosis Rhodamin B 
90mg/KgBB, vitamin C 600mg/KgBB vitamin E 40IU/KgBB selanjutnya tikus 
diterminasi dan diambil organ ovariumnya untuk dilakukan pewarnaan HE. Folikel 
dilihat menggunakan mikroskop Olympus 10 dengan perbesaran 400x. Hasil analisis 
pada penelitian ini dedapatkan data bersifat homogen (P>0,05), data terdistribusi 
normal (P>0,05), hasil uji Anova (P>0,05). Hasil pengamatan dari penelitian ini  
terdapat pengaruh kenaikan dan penurunan pemberian vitamin C dan vitamin E 
terhadap jumlah folikel tikus yang diberi rhodamin B namun secara statistik tidak 
terdapat hasil yang signifikan  
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Infertility is one of the problems in the reproductive health system. One of the 
factors that affect infertility comes from something we consume like food. Food 
producers that mostly mix harmful substances such as Rhodamin B (RB). RB 
includes xenobiotik compounds (foreign compounds for the body) that have a by-
product of free radicals. Solutions to overcome the problem of free radicals require 
additional antioxidants from outside the body. The aim of this study was to prove 
the effect of giving Vitamin C (VC), Vitamin E (VE) and a combination of both 
(mice)). This research is an experimental research in the pharmacology laboratory 
brawijaya university, using experimental animals female wistar rats which are 
divided into 5 groups: K (-), K (+), VC, VE, and VCE. Mice were treated for 36 days 
with a dose of Rhodamin B 90 mg / KgBB, vitamin C 600 mg / KgBB of vitamin E 40 
IU/ KgBB then the mice were removed surgically and their ovarian organs were 
taken to stain HE. Follicles are seen using an Olympus 10 microscope with 400x 
magnification. The results of the analysis in this study obtained homogeneous data 
(P> 0.05), data were normally distributed (P> 0.05), ANOVA test results (P> 0.05). 
the results of this study were that there was an effect of increasing and reducing the 
administration of vitamin C and vitamin E to the number of follicles given rhodamine 
B but statistically there were no significant results.  
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1.1 Latar Belakang 
Kesehatan saat ini menjadi salah satu masalah penting yang harus 
diperhatikan, menurut Depkes Republik Indonesia tahun 36 tahun 2009 yang 
dimaksud dengan kesehatan yaitu keadaan sehat, baik secara fisik, mental, 
spritual maupun sosial yang memungkinkan setiap orang untuk hidup 
produktif secara sosial dan ekonomis. Salah satu masalah kesehatan yaitu 
masalah kesehatan reproduksi. Kesehatan reproduksi adalah keadaan 
sejahtera fisik, mental dan sosial yang menyeluruh dan tidak tidak semata-
mata terbebas dari penyakit atau kecacatan dalam semua hal berhubungan 
dengan sistem reproduksi dan fungsi serta prosesnya (Kemenkes,2010). 
 Infertilitas menjadi salah satu masalah dalam sistem reproduksi saat ini. 
Infertilitas merupakan ketidakmampuan seseorang menghasilkan keturunan 
meskipun memiliki hubungan seksual yang aktif dan sedang tidak 
menggunakan alat kontrasepsi. Salah satu faktor yang mempengaruhi 
infertilitas dapat berasal dari sesuatu yang kita konsumsi seperti makanan. 
Maraknya produsen makanan yang mencampurkan zat berbahaya pada 
makanan yang seharusnya tidak dikonsumsi oleh manusia seperti Rhodamin 
B (Anwar &Ayesha, 2016). 
Menurut survey BPOM (Badan Pengawas Obat dan Makanan) pada  
tahun 2011 yang dilakukan pada 866 sekolah dari 30 kota di Indonesia, 
jajanan anak sekolah yang tidak memenuhi standar mutu dan keamanan 
mengandung bahan yang dilarang seperti Rhodamin B. Badan Pengawas 
Obat dan Makanan (BPOM) menemukan dari 3.925 sampel produk pangan 




agaragar, kudapan dan makanan ringan berwarna merah diketahui sebanyak 
40 (1,02%) sampel mengandung Rhodamin B.  
Rhodamin B merupakan pewarna sintetik memiliki ikatan dengan clorin 
(Cl) yang merupakan senyawa halogen bersifat reaktif ( (Restu & Bambang, 
2017). Rhodamin B  juga termasuk senyawa xenobiotik  (senyawa asing bagi 
tubuh) yang dapat menghasilkan radikal bebas (Roosdiana dkk., 2017). 
Meningkatnya radikal bebas didalam tubuh dapat meyebabkan apoptosis sel 
granulosa dan mengganggu perkembangan folikel sehingga terjadi 
penurunan jumlah (Setiyono dkk., 2015).   
Salah satu solusi untuk menangani masalah radikal bebas perlu adanya 
konsumsi antioksidan tambahan. Beberapa antioksidan antara lain yaitu 
vitamin C dan vitamin E (Asadi dkk., 2013). Vitamin C adalah pertahanan 
pertama terhadap radikal bebas didalam sel dengan cara mendonorkan satu 
ion hidrogennya. Vitamin E sebagai antioksidan mampu memutus lipid 
peroksida didalam membran sel  (Winarsih, 2007).  Menurut penelitian 
suciati tahun 2014 paparan Rhodamin B dengan dosis  selama 36 hari 
dengan dosis 4,5 mg/ 200BB, 9mg/200BB dan 18mg/ 200BB terbukti 
signifikan menurunkan jumlah folikel di ovarium. Sedangkan, penelitan yang 
dilakukan Laili pada tahun 2015 kombinasi vitamin C dan vitamin E dengan 
dosis vitamin C 0,2 mg/grBB, 0.4 mg/grBB, 0,04 mg/grBB dan vitamin E 
0,04IU/grBB signifikan menurunkan kadar MDA (melondialdehid) dan 
meningkatkan kadar SOD (superoksida dismutase) didalam ovarium dengan 
paparan Rhodamin B 18mg/200gBB. Berdasarkan penjelasan diatas maka 
peneliti tertarik untuk membahas pengaruh pemberian vitamin C, vitamin E 
dan kombinasi vitamin C dan E pada Rhodamin tikus putih (Rattus 





1.2 Rumusan masalah 
Apakah ada pengaruh pemberian vitamin C, vitamin E dan kombinasi 
keduanya terhadap peningkatan jumlah folikel pada tikus (Rattus norvegicus) 
galur wistar betina yang dipapar Rhodamin B? 
 
1.3 Tujuan penelitian 
1.3.1 Membuktikan bahwa ada hubungan pemberian rhodamin B terhadap 
penurunan jumlah folikel pada tikus b(Rattus nurvegicus) galur wistar 
betina. 
1.3.2 Membuktikan bahwa ada hubungan pemberian vitamin C, vitamin E 
maupun kombinasi keduanya terhadap  peningkatan jumlah folikel pada 
tikus (Rattus nurvegicus) galur wistar yang dipapar rhodamin B 
 
1.4 Manfaat penelitian 
1.4.1 Manfaat Teoritis 
1.4.1.1 Menambah ilmu pengetahuan tentang manfaat pemberian 
antioksidan vitamin C, vitamin E dan kombinasi keduanya dalam 
mengurangi efek penurunan jumlah folikel akibat paparan Rhodamin 
B 
1.4.1.2 Sebagai dasar untuk penelitian lebih lanjut tentang pengaruh 
pemberian antioksidan vitamin C, vitamin E maupun kombinasi 
keduanya dalam mengurangi efek penurunan jumlah folikel akibat 
paparan Rhodamin B 
1.4.2 Manfaat Praktis 
Memberikan informasi awal kepada masyarakat tentang manfaat 
pemberian antioksidan vitamin C, vitamin E maupun kombinasi keduanya 










2.1 Rhodamin B 
2.1.1 Pengertian dan Karakteristik Rhodamin B 
Rodamin B adalah zat pewarna sintetik, tidak berbau berbentuk kristal 
hijau atau serbuk  ungu kemerah yang mudah larut dalam air  dan 
menghasilkan warna merah kebiru-biruan. Rhodamin B pada bidang 
industri biasa digunakan sebagai pewarna tekstil, kain dan kertas 
(Paulina,2011). Rhodamin B termasuk zat pewarna yang dilarang untuk 
dikonsumsi dan dinyatakan sebagai bahan berbahaya menurut Peraturan 
Menteri Kesehatan Republik Indonesia Nomor : 239/ Menkes/ Per/ V/ 
1985. Rhodamin  B menyebabkan iritasi pada hati, lambung, gangguan 
reproduksi serta bersifat karsiogenik penyebab kanker jika terpapar dalam 
jangka panjang (Febrina;dkk, 2017). Akan tetapi, meskipun sudah 
dinyatakan menjadi bahan yang berbahaya untuk dikonsumsi 
penggunaan Rhodamin B seringkali ditemukan dalam bahan pangan 
yang disebabkan ketidaktahuan masyarakat dan harganya yang relatif 
murah (Cahyadi,2012).  
Rhodamin B juga dapat menimbulkan toksik pada ovarium, 
penurunan jumlah folikel primer, sekunder dan folikel degraff (Safitri et al., 
2015). Menurut penelitian suciati  tahun 2014 paparan Rhodamin B 
dengan dosis  selama 36 hari dengan dosis 4,5 mg/ 200BB, 9mg/200BB 






Gambar 2.1 Rhodamin B mempunyai rumus  molekul  C28H31ClN2O3 dan  berat 






Rhodamin B mengandung ikatan dengan klorin yaitu senyawa 
golongan halogen yang bersifat sangat reaktif dan memiliki efek 
berbahaya dalam tubuh (Ayuni & Putu, 2015). Sifat klorin yang sangat 
reaktif menyebabkan clorin harus berikatan dengan sel lain untuk 
mencapai kestabilan. (Sunarya & Setyabudi,2007). Menurut penelitian 
Hermiyanti tahun 2016 sifat reaktif pada klorin dapat menginduksi 
terjadinya Reactive Oxygen Species. 
 
2.1.2 Rhodamin B sebagai senyawa Xenobiotik 
Rhodamin B merupakan senyawa asing (Xenobiotik) yang dapat 
menghasilkan radikal bebas. Xenobiotik adalah zat asing didalam tubuh 
yang dimetabolisme melalui dua fase. Xenobiotik dimetabolisme didalam 
tubuh melalaui dua fase. fase I disebut Monooksigenase/Sitokrom 450 
dan fase II hidrolisasi. fase I bertujuan untuk mengubah zat xenobiotik 
aktif menjadi zat inaktif selanjutnya di fase II bertujuan untuk 
meningkatkan kelarutan air (kepolaran) agar mudah terekskresikan. 
Tujuan keseluruhan kedua fase metabolism xenobiotik ini adalah 
meningkatkan kelarutas dalam air (polarisasi) sehingga eksresinya dari 
tubuh juga meningkat. Xenobiotik yang bersifat hidropobik akan menetap 
dijaringan adiposa jika tidak diubah menjadi betuk yang lebih polar 





2.2 Rhodamin B Meningkatkan Radikal Bebas  
2.2.1 Radikal Bebas 
Radikal bebas adalah molekul, atom atau gugus yang memiliki 1 atau 
lebih elektron yang tidak berpasangan pada kulit terluarnya sehingga 
sangat reaktif dan radikal. Radikal bebas cukup banyak jenisnya tapi yang 
keberadaannya paling banyak dalam sistem biologis tubuh adalah radikal 
bebas turunan oksigen atau reactive oxygen species (ROS) dan reactive 
nitrogen species (RNS). Reactive Oxygen Species sebagian besar 
merupakan hasil metabolisme sel normal di dalam tubuh (ROS Endogen) 
dan sebagian kecil merupakan paparan dari zat-zat lain atau radikal-radikal 
dari luar tubuh (ROS eksogen) yang dapat menyebabkan terjadinya 
inflamasi atau peradangan (Parwata,2016) 
ROS endogen merupakan respon fisiologis dari hasil metabolisme sel-
sel normal tubuh seperti misalnya metabolisme karbohidrat dan protein. 
Paparan dari luar tubuh merupakan oksigen reaktif yang berasal dari 
polutan lingkungan, radiasi, infeksi bacteri, jamur dan virus. Reactive 
Oxygen terdiri dari superoksida (*O2), hidroksil (*OH), peroksil (ROO*), 
hidrogen peroksida (H2O2), singlet oksigen (1O2), oksida nitrit (NO*), 
peroksinitrit (ONOO*) dan asam hipoklorit (HOCl). Radikal bebas yang 
paling banyak terbentuk di dalam tubuh adalah superoksida. Superoksida 
ini akan diubah menjadi hidrogen peroksida (H2O2). Hidrogen ini dalam 
tahap propagasi akan diubah menjadi radikal hidroksil (*OH). Radikal 
hidroksil inilah yang menyebabkan terjadinya peroksidasi lemak pada 
membran sel sehingga sel mengalami kerusakan. Radikal bebas bersifat 
sangat reaktif karena memiliki sifat cenderung menarik atau merusak 
molekul dan senyawa lain untuk mencapai kestabilan (Parwata,2016). 




lipoprotein dan DNA bahkan karbohidrat. Radikal bebas dapat 
menyebabkan mutasi, gangguan fungsi sel, kerusakan sel bahkan 
kematian sel. Sumber Radikal bebas internal dapat berasal dari proses 
reaksi enzymatic mitokondria, metabolism sitokrom 450, aktiftitas cell 
inflamasi. Sumber radikal bebas ekternal sinar UV, X-ray Sinar Gamma, 








Gambar 2.2 Sumber endogen dan eksogen penyebab radikal bebas yang dapat 
menyebabkan kerusakan (Ahmad et al., 2017) 
 
Sumber Radikal bebas dari luar (eksogen) seperti rokok, radiasi, polusi 
kimia, ozon, x-ray, polusi lingkungan, pestisida, makanan dan obat-obatan. 
Radikal bebas juga dapat berasal  dari dalam tubuh (endogen) yaitu 
peroxisomes, oksidasi xanthine, pagositosis, logam berat didalam tubuh, 
inflamasi, mitokondria, dan iskemia. Radikal bebas akan menyebabkan 
kerusakan DNA, Protein dan Lipid (Ahamd et al, 2017).  
Ketidakseimbangan jumlah radikal bebas dengan jumlah antioksidan  
disebut stres oksidatif yang dapat menyebabkan terjadinya kerusakan sel. 
Reaksi oksidasi yang melibatkan radikal bebas ini dapat merusak membran 
sel normal di sekitarnya dan merusak komposisi DNA sehingga dapat 
menyebabkan terjadinya suatu mutasi atau kerusakan komposisi suatu 




dini, kerusakan sel endometrium, penurunan jumlah folikel, infertilitas, 
aborsi spontan dan komplikasi pada kehamilan (Agarwal et al., 2012).  
Rhodamin B menurut Aryani tahun 2015 dapat berinteraksi dengan 
metabolism sel menghasilkan hidrogen peroksida (H2O2) yang akan 
berdifusi dari Intraseluler ke ekstraseluler sel melalui membran sel. 
Kemudian hidrogen peroksida (H2O2) pada ekstraseluler bereaksi dengan 
Superoksida (O2’) pada reaksi katalis metal Haber-Weiss berubah menjadi 
radikal hidroksil (HO’) dan gugus hidroksia (HO-). Hal ini membuktikan 
bahwa rhodamin B sebagai zat berbahaya dapat menyebabkan 
pembentukan radikal bebas.  
2.2.2 Stres Oksidatif Menyebabkan Apoptosis 
Gambar 2.3 Mekanisme stress mengaktifkan p53 untuk apoptosis sel (Gillham et al, 
2007).  
 
Stress Oksidatif dapat menyebabkan kerusakan DNA yang membuat 
terganggungnya fungsi sel, kematian sel atu pertumbuhan abnormal pada 
sel. kerusakan DNA dikenali dan diatur oleh P53 yang bekerja unutk 
menahan sel  memasuki fase berikutnya dan memberikan waktu untuk 




menginisiasi terjadinya apoptosis. Sedangkan, P53 juga dapat memicu 
ketidakseimbangan antara bcl (antiapoptosis) dan bax (proapoptosis). 
Bax akan  melepaskan sitokrim c pada mitokondria, sitokrom yang 
terlepas dari mitokondria di dalam plasma berikatan dengan APAF-1 yang 
selanjutnya akan menyebabkan kasade sampai menjadi apoptosis. 
kasade adalah kunci perantara apoptosis pada jaringan (Gillham et al, 
2007; Syamsul, 2011). 
Stess oksidatif pada ovarium mengakibatkan apoptosis sel granulosa. 
Stress oksidatif di ovarium memicu aktifnya casade faktor 9, casade 3 
dan bax (proapoptosis) sebagai pemicu terjaidnya apoptosis. Sel 
granulosa adalah sel berbentuk kuboid yang mengililingi folikel berfungsi 
sebagai suplai nutrisi bagi folikel muda yang sedang aktif melakukan 
pembelahan. Saat folikel primer mengalami proses pembelahan maka 
membutuhkan energi dari glukosa, asam piruvat dan asam laktat yang 
akan diberikan melalui sel granulosa (Suprihatin,2008) Jika sel granulosa 
mengalami apoptosis maka akan terjadi penurunan kualitas dan 
terhambatnya pematangan pada oosit yang dapat berpengaruh pada 
penurunan jumlah folikel (Kim et al.,2011). Penyebab apoptosis sel 
granulosa juga menyebabkan ketidakseimbangan antara estrogen, 
progesterone dan FSH LH sehingga dapat mempengaruhi siklus 
menstruasi pada wanita. Saat difase folikuler estrogen dalam keadaan 
tinggi untuk menunjang pertumbuhan dan perkembangan folikel tetapi 
saat sel granulosa apoptosis estrogen akan menurun dan menyebabkan 
terganggunya fase folikuler yang pada manusia menjadi memanjang atau 







Antioksidan merupakan suatu senyawa yang dapat menyerap atau 
menetralisir radikal bebas. Senyawa antioksidan merupakan substansi 
yang diperlukan tubuh untuk menetralisir radikal bebas dan mencegah 
kerusakan yang ditimbulkan oleh radikal bebas terhadap sel normal, 
protein, dan lemak. Senyawa ini memiliki struktur molekul yang dapat 
memberikan elektronnya kepada molekul radikal bebas tanpa terganggu 
sama sekali fungsinya dan dapat memutus reaksi berantai dari radikal 
bebas (Murray et al, 2012). 
 
2.3.1 Vitamin C 
A) Pengertian dan Karakteristik 
Vitamin C merupakan salah satu anti oksidan berbentuk 3-oxo-L-
gulofuranolactone. Vitamin C biasanya bersumber dari buah dan sayur, 
ekstrak alami maupun suplemen. Vitamin C berbentuk serbuk kristal 
berwarna putih atau agak kekuningan yang mempunyai rasa asam.  
Vitamin C mempunyai berat molekul 175,13 dan rumus molekul C6H6O6. 
Vitamin C larut dalam alkohol tetapi tidak larut dalam kloroform eter dan 
benzena (Winarsih,2007) 
B) Mekanisme Kerja Vitamin C 
Vitamin C merupakan antioksidan larut air yang menjadi pertahanan 
pertama terhadap stress oksidatif didalam plasma dan sel. Vitamin C 
mampu menghilangkan senyawa sel oksidatif didalam sel dan luar sel. 
Ketika radikal dimetabolisme didalam sel menghasilkan hidrogen 
peroksida vitamin C mampu menetralisirnya  menjadi bentuk 




dinetralisisr vitamin C menjadi monodehisroaskorbat. (Winarsih, 2007; 
Yowes,2006): 
 
2.3.2 Vitamin E 
A) Pengertian dan Karakteristik 
Vitamin E senyawa yang dapat mengarah pada tokoferol dan 
tokotrienol. Masing-masing dapat dilambangkan dengan alpha, beta, 
gamma, delta dan epsilson. Struktur vitamin E dapat dibedakan 
berdasarkan tiap cabang metilnya (Sumbono,2017) 
Table 2.1 Rantai cabang pada struktur vitamin E (Sumbono,2017) 
TOKOPHEROL TOKOL R1 R2 R3 
α-tokopherol 5,7,8-trimetil CH3 CH3 CH3 
β-tokopherol 5,8-dimetil CH3 H CH3 
γ-tokpherpol 7,8-dimetil H CH3 CH3 
Ȣ-tokopherol 8-metil H H CH3 
ɛ-tokopherol tokol H H H 
 
 Vitamin E dapat bersumber dari minyak jagung, kecambah gandum, 
sayuran hijau, minyak nabati dll (Winarsih,2007). 
B) Mekanisme Kerja Vitamin E 
Pemberian suplemen vitamin E dapat melindungi terhadap efek obat, 
bahan kimia dan logam berat yang menimbulkan radikal bebas. Secara 
fisik. Vitamin E merupakan antioksidan larut lemak yang terdapat di 
lipoprotein atau di membran lipid. Vitamin E yang larut lemak bersifat 
nonpolar yaitu tidak bisa larut bersama  air oleh karena itu vitamin E 
dilarutkan dengan pelarut yang memiliki kesamaan sifat  non polar seperti 




 Sebagai antioksidan, vitamin E berfungsi sebagai donor ion hidrogen 
yang mampu merubah radikal peroksil (hasil peroksida lipid) manjadi 
radikal tokoferol yang kurang reaktif, sehingga tidak mampu merusak 
rantai asam lemak. Radikal tokoferol ini juga dapat berubah menjadi non 
radikal ndengan cara  dinetralisir oleh bantuan vitamin C dan glutation 
(Winarsih, 2007).   
2.3.3 Kombinasi Vitamin C dan vitamin E 
Vitamin C adalah pertahanan pertama terhadap radikal bebas didalam 
sel atau plasma dengan cara mendonorkan satu ion hidrogennya. Vitamin 
C juga dengan mudah dapat menembuh sisi tokoferol . Vitamin E sebagai 
antioksidan dapat memindahkan atom hidrogennya yang memiliki efek 
menyingkirkan radikal bebas.  Vitamin E yang bereaksi dengan radikal 
bebas menghasilkan tokoferol yang bersifat radikal. Tokoferol yang 
bersifat radikal akan menerima ion hidrogen dari vitamin C kemudian 
menjadi tokoferol yang bersifat stabil (Winarsih, 2007).  
Penelitan yang dilakukan Laili pada tahun 2015 kombinasi vitamin C 
dan vitamin E dengan dosis vitamin C 0,2 mg/grBB, 0.4 mg/grBB, 0,04 
mg/grBB dan vitamin E 0,04IU/grBB signifikan menurunkan kadar MDA 
(melondialdehid) dan meningkatkan kadar SOD (superoksida dismutase) 
didalam ovarium dengan paparan Rhodamin B 18mg/200gBB. 
 











Klasifikasi tikus putih  adalah sebagai berikut (Akbar,2010) :  
Kingdom : Animalia  
Filum : Chordata 
 Kelas : Mammalia  
Ordo : Rodentia  
Subordo: Odontoceti  
Familia : Muridae  
Genus : Rattus  
Spesies : Rattus norvegicus 
2.4.1 Anatomi Ovarium Dan Perkembangan Folikel 
Ovarium adalah organ reproduksi yang menghasilkan ovum dan 
hormon steroid terdapat sepasang dikanan dan kiri (Pearcce,2015). 
Perkembangan folikel di ovarium distimulasi oleh hormon FSH (Follicel 
Stimulating Hormon) yang dihasilkan oleh kelenjar pituitary anterior. Pada 
awal permkembangan ovum dilapisi selaput sel granulosa yang disebut 
folikel primordial, sel granulosa berfungsi untuk memberikan nutrisi 
kepada ovum dan mengahsilkan hormon estrogen (Guyton,2016). 
A) Folikel Primordial dan Folikel Primer 
Folikel primordial mengandung oosit primer dengan selapis sel 
granulosa yang mengelilinya mempunyai ukuran diameter 25µm 
terbentuk sejak dalam masa fetus. Diperkirakan pada wanita terdapat 100 
ribu folikel primordial yang dapat berkembang jika ada rangsanagn 
hormon FSH dan LH. Folikel primordial yang sudah mendapat 




ovum menjadi dua kali lebih besar. Kemudian, diikuti dengan 
pertumbuhan sel-sel granulosa yang makin bertambah disekitar folikel 
tahapan ini disebut folikel primer. Hormon FSH mempercepat 
pertumbuhan 6-12 folikel primer tiap bulannya. Folikel primer ditandai 
dengan terdapatnya selapis atau lebih sel granulosa berbentuk kuboid. 
mengelilingi oosit. (Manuaba,1998; Guyton, 2016) 
B) Folikel Sekunder 
Folikel primer yang terus berkembang menjadi folikel sekunder yang 
makin membesar diikuti dengan sel granulosa yang terus menebal. 
Folikel yang semakin membesar pada bagian tepinya dilapisi oleh dua 
lapisan jaringan ikat yaitu sel teka interna ( lapisan dalam yang 
menghasilkan estrogen) dan sel teka ekternal ( lapisan luar). 
Berkembangnya folikel sekunder juga ditandai dengan terbentuknya 
cairan antrum disekeliling folikel (Anwar,2005)  
C) Folikel  De Graff 
Folikel didominasi dengan cairan (antrum) disebut folikel matang atau 
folikel de Graff (Guyton, 20 16). Folikel de Graff terdiri dari 
(Yulaikhah,2009): 
1. Ovum: suatu sel yang besar memiliki diameter sekitar 0,1 mm 
terdapat nucleus yang jelas 
2. Sel granulosa yang berbentuk bulat kecil dengan inti jelas yang 
mengelilingi folikel ditengahnya terdapat ronggoa berisi cairan 
folikuli. 
3. Sel teka internac: lapisan yang mengelilingi sel granulosa dengan 
sel yang lebih kecil 




Gambar 2.5 Perekembangan folikel di ovarium. (a) diagram bagian dari ovarium menampilkan 
tahapan dari folikel terbentuk hingga maturasi. (b) folikel primordial (c) folikel primer (d) folikel 
sekunder (e) folikel matang (f) setelah ovulasi dan ovum keluar, folikel menjadi korpus lutemun (g) 
korpus luteum akan berdegenerasi menjadi korpus albicans (Berman et al, 2010) 
 
2.4.2 Sistem Reproduksi  
Tikus merupakan hewan yang memiliki 4 macam siklus diantaranya 
diestrus, proestrus, etrus dan metestrus. Siklus etrus terdapat pristiwa 
ovulasi dimana tikus benita siap untuk dikawinkan, selain dalam siklus 
etrus biasanya tikus betina menolak untuk dikawinkan dengan tikus jantan. 




dapat terjadi lebih dari stau folikel yang mengalami ovulasi sehingga 
memungkinkan kelahiran multiple. Setiap siklus yang terjadii memiliki 
perubahan-perubahan yang khas hal ini disebabkan adanya 
perkembangan folikel yang dipengaruhi oleh. Perubahannya ialah pada 
fase folikuler terdapat fase proestrus dan estrus sedangkan pada fase 
lutheal diestrus dan metestrus (Sumarmin,2016). 
A) Proestrus 
Proestrus adalalah fase dimana sebelum estrus terjadi disaat FSH 
sedang dalam keadaan tinggi untuk merangsang pembentukan folikel de 
graff. Pada fase ini estrogen juga dihasilkan dan bertambah banyak. Fase 
ini terjadi selama 8 jam. Folikel-folikel mengalami pertumbuhan selama 2-
3 hari dan akan membesar karena terjadi peningkatan cairan folikular 
akibat estrogenik. Proestrus dimulai sejak korpus luteum mengalami 
regresi dan penurunan hormon progestreron. Tikus mengalami 
peningkatan birahi tetapi belum mau untuk dikawinkan (Akbar,2010; Yekti 
dkk.,2017)  
B) Estrus 
Siklus Estrus adalah siklus ovulasi yang ditandai dengan matangnya 
folikel de graff. Pada fase ini tikus betina siap untuk dikawinkan. Siklus 
estrus pada tikus berlangsung selama 5 hari. Folikel de graff yang 
membesar dan matang mengakibatkan adanya kenaikan produksi 
hormon estrogen. Adanya peningkatan hormon mengakibatkan hormon 
estrogen membuat sensitivitas LH meningkat sehingga terjadi lonjakan 
LH dan adanya peristiwa ovulasi (Sumarmin,2016). 
C) Diestrus 
Diestrus merupakan fase terlama dan terakhir dari siklus estrus. 




produksi FSH yang mulai meningkat sehingga folikel mulai di prosuksi. 
Pada fase ini terlihat perkembangan awal folikel dan tidak ditemukan 
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Rhodamin B dapat  menghasilkan radikal bebas turunan oksigen karena 
memiliki ikatan dengan klorin dan termasuk zat xenobiotik yang dapat 
menghasilkan radikal bebas turunan oksigen (ROS). ROS jika bereaksi dengan 
lemak didalam membran sel akan menyebabkan terjadinya peroksida lipid, yang 
jika dibiarkan akan membuat rantai lipid peroksida menjadi panjang dan semakin 
meusak membran sel. Radikal bebas yang terus meningkat didalah tubuh dapat 
menyebabkan keadaan stress oksidatif yaitu ketidakseimbangan antara radikal 
bebas dan antioksidan. Stress oksidatif membuat kerusakan mutasi DNA. DNA 
yang mengalami mutasi dapat menyebabkan tergangungnya aktifitas sel salah 
satunya adalah pemicu kematian sel. Stress oksidatif yang terjadi pada ovarium 
dapat menyebabkan sel graulosa  mengalami apoptosis dan  menghambat 
pertumbuhan dan perkembangan folikel. Disamping itu, apoptosis sel granulosa 
menyebabkan estrogen menurun sehingga pertumbuhan dan perkembangan 
folikel terganggu sehingga terjadi penurunan jumlah folikel. Kombinasi vitamin C 
dan vitamin E sebagai antioksidan dapat mencegah terjadinya stress oksidatif 
didalam tubuh. Antioksidan sebagai gugus pendonor dapat membuat radikal 
bebas yang bersifat reaktif menjadi stabil sehingga apoptosis sel dapat dicegah 
dan membuat peningkatan jumlah folikel. 
 
3.2 Hipotesis 
Pemberian antioksidan vitamin C,vitamin E dan kombinasi keduanya 






METODE PENELITIAN  
4.1 Rancangan Penelitian 
Penelitian dilakukan secara true eksperimental laboratorium. Penelitian ini 
dilakukan pendekatan menggunakan post test only group design dengan 
pengambilan sampel secara simple random sampling. Jadi dalam penelitian 
ini perlakuan atau intervensi yang dilakukan adalahh pemberian Rhodamin B 
dilanjut dengan pemberian vitamin C, vitamin E dan kombinasi vitamin C dan 
E terhadap hewan coba tikus putih (Rattus Norvegicus strain wistar) dengan 
jenis kelamin betina. Sedangkan fenomena diamati dalam penelitian ini 
adalah jumlah folikel pada tikus galur wistar betina.  
 
4.2 Populasi dan Sampel  
Penelitian ini menggunakan  hewan coba tikus putih (Rattus Norvegicus 
strain wistar) yang diperoleh dari laboratorium farmakologi fakultas 
kedokteran universitas brawijaya malang, dengan kondisi sehat ditandai 
dengan gerakannya yanga aktif.  
4.2.1 Besar Sampel 
Sampel merupakan bagian populasi yang akan diteliti atau sebagian 
jumlah dari karakteristik yang dimiliki populasi. Besar sampel dalam 
penelitian ini disebut replikasi yang merupakan banyaknya tikus yang 
digunakan dalam setiap kelompok sampel penelitian. Dalam penelitian ini 
banyaknya replikasi ditentukan dengan mengunakan rumus 
(Hidayat,2014) sebagai berikut : 
Rumus replikasi : 




t  = banyaknya kelompok perlakuan 
r = jumlah replikasi 
(5-1) (r-1) ≥ 15 
4r – 4 ≥ 15 
r≥ 19/4 
r≥4,75 
Berdasarkan rumus di atas maka ditemukan jumlah replikasi adalah 5 
dengan dibulatkan bilangan ke atas, untuk menghindari penurunan besar 
sampel akibat kematian sebesar 20% maka replikasi diperbanyak menjadi 
6.  Sehingga jumlah keseluruhan sampel menjadi 30 ekor. 
4.2.2 Pembagian Kelompok 
Tikus yang sesuai dengan kriteria dibagi menjadi 3 kelompok 
perlakuan dan 2 kelompok kontrol, yang masing-masing terdiri dari 5 ekor 
tikus. Pembagian tikus dilakukan dengan cara acak (simple randomized 
sampling). Pembagian kelompok tikus tersebut diatas adalah sebagai 
berikut: 
1) Kelompok kontrol (-)  : kelompok tikus yang tidak diberi Rhodamin 
B, tidak diberi vitamin C, vitamin E maupun kombinasi vitamin C dan 
vitamin E, namun diberikan aquabides 1ml dan diberi minyak jagung 1 
ml. ekor. Sehingga volume total yang digunakan adalah 2 ml. 
2) Kelompok kontrol (+) : kelompok tikus yang diberi Rhodamin B 
dengan dosis 90mg/KgBB, tanpa diberi vitamin C, vitamin E maupun 
kombinasi  vitamin C dan vitamin E, namun diberikan aquabides 1ml 
dan minyak jagung 1 ml. ekor. Sehingga volume total yang digunakan 
adalah 2 ml.. 
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3) Kelompok perlakuan 1  : kelompok tikus yang diberi rhodmin B 
dengan dosis 90mg/KgBB + vitamin C 600mg/KgBB/ hari dengan 
pelarut aquabides 0,5ml dan minyak jagung 1 ml. ekor. Sehingga 
volume total yang digunakan adalah 2 ml. 
4) Kelompok perlakuan  2 : kelompok tikus yang diberi rhodmin B 
dengan dosis 90mg/KgBB + vitamin E dengan dosis 40 IU/KgBB 
dengan pelarut aquabides 1 ml dan minyak jagung 1 ml. ekor. 
Sehingga volume total yang digunakan adalah 2 ml. 
5) Kelompok perlakuan 3 : kelompok tikus yang diberi rhodmin B 
dengan dosis 90mg/KgBB + kombinasi vitamin C dengan dosis 
600mg/KgBB dengan pelarut aquabides 1ml dan vitamin E dengan 
dosis 40 IU/KgBB dan pelarut minyak jagung 1 ml. ekor. Sehingga 
volume total yang digunakan adalah 2 ml. 
Dosis Rhodamin B yang digunakan mengacu pada hasil penelitian 
Suciati tahun 2014 tentang Pengaruh paparan Rhodamin B terhadap 
jumlah folikel Dosis Vitamin C dan Vitamin E mengacu pada peneliltian 
Nur laili tahun 2015 tentang Kombinasi vitamin C dan E menurunkan 
kadar MDA dan meningkatkan SOD pada ovarium. 
4.3 Variabel Penelitian 
4.3.1 Variabel Bebas (Indipenden) 
Rhodamin B,Vitamin C dan Vitamin E 
4.3.2 Variabel  Tergantung (Dependen) 









4.4 Lokasi  dan Waktu Penelitian 
Penelitian dilakukan di laboratorium farmakologi, laboratorium biomedik 
Fakultas Kedokteran Universitas Brawijaya Malang. Penelitian dilakukan 
sejak sejak 11 desember 2018 sampai 8 februari 2019. 
 
4.5 Kriteria Peneliti 
4.5.1 Kriteria Inklusi 
1) Tikus betina 
2) Usia 10-12 minggu 
3) Berat badan 150-250 gram 
4) Sehat, pergerakan aktif 
4.5.2 Kriteria Ekslusi 
1) Tikus bunting 
 
4.6 Bahan dan Alat Penelitian 
4.6.1 Bahan Penelitian 
A) Bahan untuk Pemeliharaan Hewan Coba 
Makanan hewan coba adalah makanan ternak dan minuman hewan 
coba adalah air. Hewan coba dipelihara dalam kandang ukuran 
45cmx35,5cmx14,5cm tutup kandang tikus dari kawat dengan ukuran 
36,5cmx28 cmx 15,5 cm 
B) Bahan untuk Perlakuan Hewan Coba 
1) Rhodamin B serbuk dengan merk Sigma-Aldrich (C.I 45170) 
2) Vitamin C murni dengan nama dagang C-IPI 
3) Vitamin E dengan merk Nature-E dalam bentuk kapsul (100IU) 





4.6.2 Alat Penelitian 
A) Alat Pemeliharaan Hewan Coba 
1) Kandang tikus yang berupa box plastic berukuran 45cmx35,5cmx 
14,5 cm, tutup kandang tikus dari kawat dengan ukuran 36,5cm x 
28cmx15,5cm 
2) Kandang sebanyak 5 buah diisi sekam sebagai alas dan ditutup 
dengan kawat berjaring. Masing-masing kandang ditempati 5 tikus 
3) Tempat minum 
B) Alat untuk Pemberian Rhodmain B pada Hewan Coba 
1) Timbangan analitik 
2) Botol dengan penutup 
3) Gelas ukur 
4) Pengaduk 
5) Spuit 1 ml 
6) Spuid yang ujungnya dipasang platina (Sonde) 
C) Alat untuk Pemberian Vitamin C pada Hewan Coba 
1) Botol dengan penutup 
2) Spuit 1ml 
3) Spuid yang ujungnya dipasang platina (Sonde) 
D) Alat untuk Pemberian Vitamin E Pada Hewan Coba 
1) Botol dengan penutup 
2) Gelas ukur 
3) Pengaduk 
4) Spuit 1ml 
5) Spuit yang ujungnya dipasang platina (Sonde) 
E) Alat untuk Mengambil Organ Ovarium 
1) Toples kaca tertutup 
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2) Alat bedah minor (scapel , pinset, gunting, klem, pemegang jaringan) 
3) Wadah sebagai tempat peyimpanan jaringan sementara sebelum 
dibuat preparat histopatologi 
4) Papan untuk meja operasi 
F) Alat untuk Pembuatan Slide Histopatologi 
1) Tissue Tex Processor 
2) Mikrotom 
3) Waterbath 
4) Inkubator  
G) Alat untuk Pemeriksaan Folikel 
1) Objek glass 
2) Cover glass 
3) Kamera dostlide Olympus XC 10 
4.7 Definisi Operasional 
Variabel Definisi operasional 
Rhodamin B Pewarna sintetik berwarna Kristal hijau atau serbuk 
keungunan dengan merek Sigma-Aldrich (C.I 45170) 
dengan dosis 90mg/KgB  diberikan secara peroral 
menggunakan sonde oleh petugas lab farmakologi FKUB.  
Dosis Rhodamin B yang digunakan mengacu pada hasil 
penelitian Suciati tahun 2014 tentang Pengaruh paparan 
Rhodamin B terhadap jumlah folikel. 
Vitamin C Suplemen vitamin C murni dengan merk dagang C-IPI 
yang diberikana pada tikus putih (Rattus norvegicus) 
betina dengan dosis 600 Mg/Kg BB diberikan secara 




Dosis Vitamin C  mengacu pada peneliltian Nur laili tahun 
2015 tentang Kombinasi vitamin C dan E menurunkan 
kadar MDA dan meningkatkan SOD pada ovarium yang 
dimodifikasi 
Vitamin E Suplemen vitamin E murni dengan merk dagang Natur-E 
yang diberikan pada tikus putih (Rattus norvegicus) betina 
dengan dosis 40 IU/Kg BB diberikan secara peroral 
mealalui sonde oleh petugas lab farmakologi FKUB. 
Dosis Vitamin E  mengacu pada peneliltian Nur laili tahun 
2015 tentang Kombinasi vitamin C dan E menurunkan 
kadar MDA dan meningkatkan SOD pada ovarium. 
Kombinais 
vitamin C & 
vitamin E 
Gabungan dari suplemen vitamin C dengan dagang C-IPI 
dan vitamin E dengan merk dangan Natur-E yang 
diberikan dengan dosis (Vitamin C 600mg/KgBB/hari+ 
vitamin E 40IU/KgBB/hari). 
Dosis Vitamin C dan Vitamin E mengacu pada peneliltian 
Nur laili tahun 2015 tentang Kombinasi vitamin C dan E 
menurunkan kadar MDA dan meningkatkan SOD pada 
ovarium yang dimodifikas 
Folikel Primer Folikel fase perkembangan awal yang memiliki deskripsi 




Folikel yang memiliki deskripsi bagian yang terdiri sel 




Jumlah Folikel Rata-rata jumlah folikel primer dan folikel sekunder  yang 
diamati dengan pewarnaaan Hematoxilyn Eosin  dilihat 
menggunakan camera dotslide dengan 4 lapang padang 
dan  perbesaran 400x. Perbesaran dan lapang pandang 
yang diamati mengacu pada penelitian Suciati tahun 2014 
tentang Pengaruh paparan Rhodamin B terhadap jumlah 
folikel 
 
4.8 Prosedur Penelitian 
4.8.1 Cara Kerja 
A)  Aklimatisasi hewan coba dan pembagian kelompok 
Tikus putih diaklimatisasi selama 1 minggu didalam kandang utnuk 
menyesuaikan diri dengan lingkungan yang baru, dan diberikan pakan 
standar. Setelah diaklimatisasi, tikus dikelompokan menjadi 5 kelompok. 
Satu kelompok sebagai kelompok kontrol negatif, satu kelompok positif 
dan 3 kelompok sebagai kelompok perlakuan.  
B) Prosedur Pemeliharaan Hewan Coba 
Selama perlakuan, tikus ditempatkan pada kandang bak plastic 
ukuran 45cmx35,5cmx 14,5 cm, tutup kandang tikus dari kawat dengan 
ukuran 36,5cm x 28cmx15,5cm, botol air dan sekam. Dasar kandang 
dilapisi dengan sekam padi setebal 0,5-1cm dan diganti setiap 3 hari 
sekali. Cahaya ruangan dikontrol persis tiap jam 12, jam terang (06.00 
sampai denga pukul 18.00) dan 12 jam gelap (pukul 18.00 sampai 
dengan pukul 06.00) denagn suhu 27-28 derajat, sedangkan temperatur 
dan kelembapan ruangan dibiarkan berada pada kisaran alamiah. Tikus 
diadaptasikan dalam kondisi lingkungan penelitian yang baru dengan 
diberi pakan standar ( laboratorium farmakologi fakultas kedokteran 
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universitas brawijaya) dan minum secara ad libitum. Pakan standar 
laboratorium farmako fkub yaitu berupa pellet. Saat pellet dberi ke tikus 
dicampurkan dengan air agar konstitansi pellet tidak keras. 
C) Penentuan Fase 
Mempersiapkan Cutton buds,cover glass, objek glass, metilen blue 
dan mikroskop yang akan digunakan untuk ulas vagina. Masukkan cutton 
buds ke lubang vagina untuk mendapatkan lendir, lalu meletakkan lendir 
tersebut ke objek glass dan diberi metilen blue.  Setelah itu tutup dengan 
cover glass.  Periksa ulas vagina dengan mikroskop untuk penentuan 
fase. 
D) Prosedur Permberian Perlakuan pada Hewan Coba 
Rhodamin B yang digunakan dalam penelitian ini bermerk Sigma-
Aldrich (C.I 45170). Pada dosis Rhodamin B yang diberikan pada setiap 
tikus sebanyak 90mg/KgBB Serbuk Rhodamin B dilarutkan dengan 1 ml 
aquabides, diberikan personde 1 kali dalam sehari, pada pukul 10.00 WIB 
yang dikerjakan oleh petugas, selama 36 hari. 
Vitamin C yang digunakan dalam penelitian ini mempunyai nama 
dagang Cipi dan vitamin E bermerk Natur E, diberikan pada hewan coba 
per oral 4 jam setelah pemberian Rhodamin B. Menurut penelitian 
Yulianita dan Effendi tahun (2015) tikus memerlukan waktu 3-4 jam untuk 
penggosangan lambung dan efektifitas absorbsi pada lambung. Vitamin C 
dan Vitamin E menggunakan sonde 1 kali sehari dalam 36 hari setiap 
pukul 14.00 WIB oleh petugas. Waktu Vitamin E dengan merk Nature –E 






E) Prosedur Pembedahan dan Pengambilan Organ 
Pengambilan organ dilakukan setelah  pemaparan selama 36 dan 
pembedahan dilakukan saat fase diestrus. Peosedur pembedahan sebagi 
berikut: 
1) Disiapkan peralatan bedah minor, pinset, gunting, kloroform, formalin 
10% dan botol-botol tertutup untuk organ tikus 
2) Tikus diterminasi dengan menginjeksi ketamine 0,2 mg/200gr tikus 
secara intra muscular dan ditunggu beberapa menit sampai tikus 
benar-benar tidak bergerak lagi (mati) 
3) Tikus yang sudah mati diletakkan diatas alas papan dengan perut 
menghadap ke atas. Tikus ditempatkan pada alas suatu papan 
dengan menggunakan paku payung yang ditancapkan pada ke empat 
telapak kaki 
4) Dinding perut dibuka dengan menggunakan pinset dan digunting 
secara hati-hati, dengan sayatan pada garis tengah dilanjutkan ke 
samping kiri dan kanan pada sisi atas dan bawah.  
5) Dengan hati-hati mencari ovarium kanan dan kiri tikus, diambil 
kemudian dipisahkan 
6) Hasil yang diperoleh kemudian dikelompokan berdasarkan kelompok 
perlakuan 
7) Ovarium sebelah kanan kemudian di fiksasi menggunakan formalin 
10% dikirim ke laboratorium patologi anatomi untuk dibuat preparat 
histologi dan dilakukan pewarnaan HE untuk kemudian dihitung 
jumlah folikel. 





F) Prosedur Pembuatan Preparat untuk Pengamatan Folikel 
I. Proses pemotongan jaringan berupa makross 
1) Gross ovarium hasil bedah dimasukkan ke larutan formalin 10% 
(fiksasi) selama 24 jam. 
2) Jaringan ovarium dipilih yang terbaik sesuai dengan yang akan 
diteliti 
3) Jaringan dipotong kurang lebih ketebalan 2-3 mili meter 
4) Dimasukkan ke kaset dan diberi kode sesuai dengan kode gross 
peneliti 
5) Kaset dimasukkan ke larutan formalin 10% sebelum di proses/ 
dimasukkan ke alat Tissue Tex Prosesor. 
6) Diproses menggunakan alat/mesin Tissue Tex Prosesor selama 
90 menit 
7) Alarm bunyi tanda selesai 
II. Proses pengeblokan dan pemotongan jaringan 
1) Jaringan diangkat dari mesin Tissue Tex Prosesor 
2) Jaringan di blok dengan paraffin sesuai kode jaringan 
3) Jaringan dipotong dengan alat microtome ketebalan 3-5 mikron 
4) Hasil pemotongan microtome ditempelkan pada slide kaca 
III. Proses Deparafinisasi 
Object glass yang telah ditempeli jaringan, ditaruh dalam oven 
selama 30 menit dengan suhu 70-80 deraajt, kemudian 
dimauskkan ke dalam 2 wadah berisi larutan xylol masing-masing 
20 menit, setelah itu dimasukkan ke 4 wadah (bak kaca) berisi 
alcohol masing-maisng tempat 3 menit (hidrasi) dan yang terakhir 




IV. Proses Pewarnaan Hematoxilyn Eosin 
1) Dicatat utama Harris Hematoksilin selama 10-15 menit 
2) Diuci dengan air mengalir selama 15 menit 
3) Alcohol asam 1% 2-5 celup 
4) Ammonia air 3-5 celup 
5) Dicat pembanding 
6) Eosin 1% selama 10-15 menit 
V. Dehidrasi 
1) Direndam alcohol 70% 3 menit  
2) Direndam alcohol 80% 3 menit 
3) Direndam alcohol 96 % 3 menit 
4) Direndam alcohol absolut (99%) 3 menit 
VI. Penjernihan (Clearing) 
1) Direndam Xylol 15 menit 
2) Direndam Xylol 15 menit 
VII. Mounting dengan entelan dan deckglass 
1) Dibiarkan slide kering pada suhu ruangan 
2) Diamatin setelah slide kering 
  
4.9 Analisis Data 
Data yang diperoleh dari pengukuran jumlah folikel ditabulasi sesuai 
dengan kelompok kemudian dianalisa statistik dengan SPSS dengan langkah 
sebagai berikut: 
1) Uji normalitas data : membuktikan apakah data memiliki distribusi 
normal atau tidak. Karena pemilihan penyajian data dan uji 
hipotesis tergantung pada normal tidaknya distribusi data. 
Penelitian ini menunjukan data terdistribusi normal dengan nilai P-
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Value 0,172 Untuk uji hipotesis, karena data terdistribusi normal 
maka digunakan uji parametrik.  
2) Uji homogenitas varian : penelitian ini dilkaukan uji homogenitas 
dengan P-Value 0,178 yang artinya data bersifat homogen, maka 
asumsi untuk menggunakan Anova telah terpenuhi. 
3) Uji one way anova (analisa varian satu arah): membuktinan nilai 
rata-rata dari masing-masing kelompok perlakuan dan mengetahui 
kelompok yang berbeda secara signifikan. Didapatkan P-Value 

















Persiapan Alat dan Bahan 
Randomisasi tikus dalam 5 kelompok 






































B,  vitamin 
C  dan 
vitamin E  
 







HASIL PENELITIAN DAN ANALISIS DATA 
5.1 Proses dan Hasil Penelitian 
Penelitian ini adalah penelitian true eksperimental  yang bertujuan 
membuktikan pengaruh  vitamin C dan vitamin E dan kombinasi keduanya 
terhadap jumlah folikel tikus galur wista betina yang diberi rhodamin B. 
Penelitian ini berlangsung sejak 11 desember 2018 sampai 8 februari 2019  
yang dilakukan di lab farmakologi universitas brawijaya dengan jumlah 
sampel sebanyak 25 ekor hewan coba. Pemberian dosis dalam penelitian ini 
mengacu pada peneliltian Nur laili tahun 2015 tentang Kombinasi vitamin C 
dan E menurunkan kadar MDA dan meningkatkan SOD pada ovarium yang 
dimodifikasi. Dosis perlakuan yang diberikan pada hewan coba Rhodamin B 
90mg/KgBB, Vitamin C 600mg/KgBB dan Vitamin E 40 IU/KgBB. Hewan 
coba dibagi   dalam lima  kelompok perlakuan yaitu: 
1) K (-) kelompok diberi Minyak wijen dan Aquabides dengan cara personde, 
tanpa diberi Vitamin C, Vitamin E dan Rhodamin B selama 36 hari 
sebanyak 5 ekor hewan coba 
2) K(+) kelompok diberi Minyak wijen, Aquabides , dan Rhodamin B dengan 
cara personde  dan tanpa diberi vitamin c dan vitamin E sebanyak 5 ekor 
hewan coba 
3) P1 kelompok diberi Minyak wijen, Aquabides, Rhodamin B dan Vitamin E 
dengan cara personde dan tanpa diberi Vitamin C sebanyak 5 ekor 
hewan coba 
4) P2 kelompok diberi Minyak wijen, Aquabides, Rhodamin B dan Vitamin C 






5) P3 kelompok diberi Minyak wijen, Aquabides, Rhodamin B, Vitamin C  
dan vitamin E dengan ara personde sebanyak 5 ekor hewan coba 
Hewan coba  yang sudah diberikan perlakuan selama 36 hari akan 
dilakukan bembedahan dan diambil organ ovarium tikus bagian kanan. 
Organ ovarium direndam/dimasukan dalam wadah berisi formalin 10% 
untuk selanjutnya dijadikan preparat melalui pewarnaan HE di lab patologi 
anatomi universitas brawijaya. Slide organ ovarium sleanjutnya dilihat 
menggunakan mikroskop Olympus XC 10 dengan pembesaran 400x 
untuk diamati melalui empat sudut pandang dan dihitung jumlah folikel 
masing-masing kelompok perlakuan. Analisis data pada penelitian ini 
menggunakan uji normalitas dan homogenitas   uji anova dan post hoc 
didapatkan bahwa terdapat perbedaan jumlah rata-rata folikel primer tiap 






5.2 Gambaran Perkembangan Folikel 
Gambar 5.1 Gambaran histologi folikel tikus meggunakan perwarnaan 
hematoxylen Eosin dan diamati menggunakan kamera dotslide Olympus XC 10. 
Keterangan : (A) Folikel Primer; (B) Folikel Sekunder 
 
Berdasarkan gambar 5.1 penelitian ini dilakukan homogenitas pada fase 
Diestrus yaitu terdapat folikel primer dan folikel skunder tetapi tidak 
ditemukannya folikel dgraff. Hal ini, sesuai dengan ciri fase diestrus yaitu 








         
Gambar 5.2 Gambaran Pewarnaan Folikel  
Keterangan : Gambaran histologi folikel kelompok pengamatan tikus dengan perwarnaan 
hematoxylen Eosin kemudian diamati menggunakan kamera dotslide Olympus XC 10 dengan 
pembesaraan 400x. (A); folikel primer : 1 : Sel Granuloa : 2 : zona pelusida : 3 : oosit ; (B) 
folikel Sekunder. 1 : Sel Granuloa : 2 : zona pelusida : 3 : oosit : 4 : cairan antrum.  
Gambaran mikrokskopik folikel diatas menunjukan gambar (A) adalah 
folikel primer yaitu folikel yang dikelilingi oleh sel granlosa dan belum 
terbentuknya cairan antrum di sekitar oosit. Gambaran folikel sekunder (B) 
yaitu sel oosit dikeleilingi oleh sel granulosa berlapis yang lebih tebal disertai 
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5.3 Hasil Analisis Data 
Pada penelitian ini dilakuka uji normalitas menggunakan Shapiro-wilk untuk 
mengetahui apakah data terdistribusi normal atau tidak terdistribusi normal. 
Analisis yang dipakai pada Shapiro-wilk jika Sig >0,05 maka data dinyatakan 
terdistribusi normal namun jika Sig <0,05 maka data dinyatakan terdistribusi 
tidak normal. Shapiro-wilk didapatkan data pada table Test Of Normality  
bahwa nilai Sig atau P Value 0,178 yang dinyatakan data tersebut terdistribusi 
normal karena nilai P-Value melebihi 0,05. Berdasarkan uji normalitas yang 
didapatkan maka penelitian ini dapat dianalisis lebih lanjut menggunakan uji 
homogenitas. Berdasarkan uji homogenitas yang dilakukan pada software 
SPPS didapatkan nilai Sig atau P Value 0,172 maka disimpulkan bahwa 
varian masing-masing kelompok tersebut adalah sama atau homogen maka 
asusmsi untuk menggunakan uji anova terpenuhi. Nilai Sig pada uji anova 
didapatkan P-Value  0,551 yang artinya tidak ada perbedaan yang signifikan 
dari kelompok penelitian.  







Berdasarkan gambar 5.1 terlihat tren rerata jumlah folikel dimulai dari 
kelompok kontrol negatif, kontrol positif, pemberian vitamin C, vitamin E dan 
kombinasi vitamin C dan vitamin E. Gambaran histogram diatas dapat diihat 
kecenderungan  penurunan  rata-rata jumlah folikel yang terendah terdapat pada 
kelompok kontrol positif. Jadi, jika dibandingkan kelompok kontrol negatif dengan 
kelompok kontrol positif dapat kita simpulkan  pemberian rhodamin B terbukti 
menurunkan jumlah folikel tikus galur wistar betina (Rattus Novergicus). 
Sedangkan, terdapat peningkatan jumlah folikel tikus perlakuan kontrol positif jika 
dibandingkan dengan pemberian perlakuan Vit C, Vit E maupun kombinasi 
keduanya. Hal ini membuktikan bahwa pemberian antioksidan vitamin C, vitamin 
E maupun kombinasi keduanya memiliki efek meningkatkan jumlah folikel tikus 
galur wistar betina yang dipapar rhodamin B. Tetapi secara statistic memiliki 








6.1 Perbedaan Jumlah Folikel Perlakuan diiberikan Rhodamin B dengan  
Tidak diberikan Rhodamin B 
Uji statistik rerata jumlah folikel pada penelitian ini diketahui bahwa data 
terdistribusi normal dan bersifat homogen dilihat berdasarkan uji normalitas 
dan homogenitas yang sudah dilakukan, selanjutnya data memenuhi 
persyaratan untuk uji anova menggunakan software SPSS dengan 
kesimpulan terdapat perbedaan jumlah antara masing-masing kelompok 
perlakuan tetapi secara stasistika tidak ada perbedaan yang signifikan atau 
dengan kata lain bersifat sama.  
Ovarium merupakan organ reproduksi pada wanita yang berperan 
menghasilkan ovum atau sel telur. Sel telur didalam ovarium melalui berbagai 
tahapan perkembangan untuk sampai pada tahap folikel dgraff atau folikel 
matur yang siap ovulasi dan dibuahi oleh sperma. Perkembangan folikel 
didalam ovarium dapat dipengaruhi oleh beberapa faktor internal seperti 
regulasi hormon dan dapat pula dipengaruhi faktor dari eksternal seperti 
asupan nutrisi, paparan kimia. Jumlah folikel pada wanita normal umumnya 
saat bayi menghasilkan 2 juta sel telur menjelang dewasa jumlahnya 
berkurang hingga 300.000 butir saja, jumlah ini akan terus mengalami 
penurunan hingga menopause(Guython,2016). 
Rhodamin B adalah zat pewarna sintetik yang saat ini masih ditemukan 
sebagai pewarna makanan terutama jajanan di pinggir jalan (Sobinoff,2012). 
Rhodamin B menurut Aryani tahun 2015 dapat berinteraksi dengan 
metabolisme sel menghasilkan hidrogen peroksida (H2O2), Superoksida (O2’) 




menyebabkan keadaan stres oksidatif yang dapat merusak membran sel 
normal di sekitarnya dan merusak komposisi DNA sehingga menyebabkan 
terjadinya suatu mutasi DNA. Stress oksidatif pada ovarium dapat menaktivasi 
p53 untuk menginisiasi terjadinya apotosis sel granulosa  dan mempengaruhi 
penurunan jumlah folikel dan menyebabkan infertilitas (Gillham et al,2012). 
Pada penelitian ini pengamatan kelompok kontrol positif (1.2000±0,370) 
memiliki rerata folikel yang lebih rendah jika dibandingkan dengan kontrol 
negatif (1.75000±0,6123). Hal ini membuktikan bahwa radikal bebas yang 
disebabkan oleh rhodamin B mampu menurunkan jumlah folikel pada tikus 
betina galur wistar (Ratuss Norvegicus) selama paparan rhodmain B 36 hari. 
Namun, pada penelitian ini didapatkan bahwa terdapat penurunan rerata 
jumlah folikel  tetapi tidak memiliki nilai yang signifikan secara statistic. Hal ini 
diduga saat stress oksidatif menyebabkan kerusakan pada DNA, aktivasi p53 
masih mampun merepair atau memperbaiki kerusakan tersebut sehingga 
apoptosis dapat dicegah. Menurut penelitian Dewi tahun 2014 jika terdapat 
kerusakan DNA, maka DNA repair gene-lah yang akan diinduksi terlebih 
dahulu. Jika perbaikan gagal, DNA yang mengalami kerusakan akan diinduksi 
ke mesin apotosis melalui aktivasi gen Bax. Ekspresi Bax yang diinduksi oleh 
p53 dapat mempercepat proses apoptosis. 
 
6.2 Perbedaan Pemberian Rhodamin B dengan Tikus yang Diberi Vitamin C, 
Vitamin E dan Kombinasinya 
 
Antioksidan disebut juga sebagai senyawa pendonor elektron yang mampu 
menghambat dan mencegah kerusakan yang disebabkan oleh radikal bebas. 
Antioksidan didapat baik dari dalam tubuh maupun dari luar tubuh melalui 




terdapat peningkatan rerata jumlah folikel tikus pemberian vitamin C 
(1.8500±0,80) jika dibandingkan dnegan kontrol positif (1.200±0,370).  
Vitamin C merupakan salah satu senyawa antioksidan larut air yang 
bekerja pada plasma sel . Vitamin C bekerja dengan cara mendonorkan 
elektron hidrogen kepada senyawa radikal bebas di dalam sitosol maupun 
ekstraseluler . Vitamin C berinteraksi secara langsung dengan senyawa 
radikal mengubahnya menjadi stabil sehingga kerusakan dapat dicegah 
(Winarsih,2007). Selain vitamin C terdapat antioksidan lain yang mampu 
menghambat kerusakan radikal bebas yaitu vitamin E. berdasarkan gambar 
5.3 terdapat peningkatan jumlah folikel antara kelompok  tikus pemberian 
vitamin E  (1.7500±1,311) dibandingkan kelompok kontrol (1.200±0,370). 
Vitamin E dapat melindungi dari efek obat dan paparan bahan kimia yang 
berpotensi menghasilkan radikal bebas pada membran sel. Vitamin E sebagai 
antioksidan bekerja dengan cara mendonorkan ion hidrogennya dan merusak 
rantai lipid peroksida yang diakibatkan oleh reaksi radikal bebas dan lipid 
sehingga kerusakan pada membran sel dapat dicegah. Vitamin E selanjutnya 
akan berubah menjadi radikal tokoferol yang dapat dinetralisir oleh Glutation 
antioksidan dalam tubuh atau dapat bereaksi dengan vitamin C agar menjadi 
senyawa tokoferol yang stabil (Winarsih,2007).  
Terdapat peningkatan rerata jumlah folikel pada pemberian kombinasi 
vitamin C dan vitamin E (2.000±0,75.) dibandingkan dengan kontrol positif 
(1.200±0,370). Vitamin C dan vitamin E secara mampu berkerja sama untuk 
melawan radikal bebas didalam tubuh. Vitamin C selain bekerja sebagai 
antioksidan didalam plasma sel juga dapat menetralisir radikal tokoferol 
menjadi stabil. Vitamin E mampu mendonorkan elektronnya untuk menetralisir 




bersifat radikal. Radikal tokoferol selanjutnya mampu dinetralisir oleh vitamin 
C dan berubah menjadi stabil (Winarsih,2007).  
Menurut rerata jumlah folikel pada kelompok perlakuan vitamin C, Vitamin 
E maupun kombinasi keduanya terdapat peningkatan jumlah folikel jika 
dibandingkan dengan kontrol positif tetapi memiliki nilai yang tidak signifikan 
secara statistik. Hal ini diduga aktifitas antioksidan pada kelompok perlakuan 
sudah mampu mencegah penurunan folikel tetapi hasil yang diharapkan 
tetapi, belum mencapai efek maksimal sehingga tidak terdapat perbedaan 
yang signifikan. Disamping itu, jika memacu pada penelitian sebelumnya Laili 
tahun 2015  tentang rhodamin B dan pemberian suplemen vitamin. Suplemen  
Vitamin yang digunakan merupakan vitamin murni sehingga diduga  memiliki 
efek yang lebih kuat. 
Selanjutnya, pada kelompok perlakuan juga dapat dilihat bahwa jumlah 
folikel vitamin C lebih tinggi jika dibandingkan dengan pemberian vitamin E. 
Hal ini diduga ketika radikal bebas terakumulasi didalam tubuh  vitamin C 
sebagai pertahan pertama pada plasma sel langsung dapat mentralisir radikal 
bebas sehingga kerusakan yang lebih parah dapat dicegah 
(Simanjuntak,2012). Sedangkan, ketika radikal bebas didalam plasma terus 
meningkat dan bereaksi dengan lipid pada membran sel barulah vitamin E 
bekerja memutus rantai lipid peroksida tersebut. Jumlah folikel vitamin E yang 
lebih rendah dibandingkan vitamin C diduga vitamin E belum mampu 
meredam peroksdia lipid didalam membran sel sehingga proses kerusakan sel 
tetap berlangsung.   (Winarsih,2007). Hal ini didukung oleh penelitian Mahdi et 
al pada tahun 2018 bahwa vitamin C lebih efektif untuk menurunkan apoptosis 
sel dibandingkan dengan pemberian vitamin E. Penelitian lain yang 
mendukung yaitu Sitorus et al tahun 2017 pemberian vitamin C lebih efektif 




Pada penilitian ini jumlh rerata folikel normal mengacu pada kontol negatif. 
Perbandingan kelompok perlakuan dibandingkan dengan kontrol negatif, 
menunjukan bahwa tidak ada perbedaan signifikan yang artinya pemberian 
vitamin C, vitamin E dan kombinasi keduannya mampu meningkatkan jumlah 
folikel kembali pada kondisi normal.  
Rerata folikel kelompok perlakuan kombinasi vitamin C dan vitamin E jika 
dibandingkan dengan kelompok negatif memliki perbedaan jumlah folikel yang 
cukup tinggi dengan kondisi normal meskipun tidak memiliki hasil yang 
signifikan. Hal ini dapat disebabkan penggunaan suplemen antioksidan secara 
terus-menerus atau dengan dosis tinggi dapat menggubah fungsi antioksidan 
menjadi prooksidan. Pemberian suplemen vitamin C dan vitamin E ketika 
digunakan secara terus-menerus dapat menghasilkan hidrogen peroksida 
(H2O2) yang dapat menginduksi terbentuknya radikal bebas hidroksil. 
Peningkatan radikal bebas dapat mengaktifkan Nf-KB yang menekan 
apoptosis dan merangsang proliferasi sel (Mastrangelo et al, 2017). 
Berdasarkan dugaan diatas bahwa pemberian kombinasi vitamin C dan E 
dapat menjadi penyebab berkurangnya apoptosis sel dan meningkatnya 
proliferasi sehingga, jumlah folikel pada pemberian kombinasi lebih tinggi 
dibandingkan normal. Tetapi, secara statistika tidak signifikan atau bersifat 
sama.   
 
6.3 Keterbatasan Peneliti 
Keterbatasan dalam penelitian ini yaitu homogenitas pada siklus estrus 
ada baiknya dilakukan pada fase proestrus dimana perkembangan folikel 
pada tahap maksimal serta perhitungan jumlah folikel seharusnya dilakukan 
oleh seseorang yang ahli dalam bidangnya sehingg didapatkan hasil yang 





KESIMPULAN DAN SARAN 
7.1 Kesimpulan 
7.1.1 Pemberian Rhodamin B tidak memiliki pengaruh terhadap jumlah folikel 
pada tikus galur wistar betina. 
7.1.2 Pemberian vitamin C, Vitamin E dan kombinasinya tidak memiliki 
pengaruh terhadap jumlah folikel pada tikus galur wistar betina yang di 
beri rhodamin B. 
 
7.2 Saran  
Beberapa saran yang dapat diberikan peneliti :  
7.2.1 Diharapkan penelitian selanjutnya dapat meneliti variable lain yang 
mempengaruhi kualitas folikel  seperti jumlah sel granulosa dan diameter 
folikel. 
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.150 25 .150 .943 25 .178Jumlah Folikel




Lilliefors Significance Correctiona. 
Descriptives
Jumlah Folikel
5 1.7500 .61237 .27386 .9896 2.5104 1.00 2.50
5 1.2000 .37081 .16583 .7396 1.6604 .75 1.75
5 1.8500 .80234 .35882 .8538 2.8462 1.25 3.25
5 1.7500 1.31101 .58630 .1222 3.3778 .25 3.75
5 2.0000 .25000 .11180 1.6896 2.3104 1.75 2.25







N Mean Std. Deviation Std. Error Lower Bound Upper Bound
95% Confidence Interval for
Mean
Minimum Maximum
Test of Homogeneity of Variances
Jumlah Folikel
1.784 4 20 .172
Levene
Statistic df1 df2 Sig.
ANOVA
Jumlah Folikel











Post Hoc Tests 
 
Multiple Comparisons
Dependent Variable: Jumlah Folikel
Tukey HSD
.5500 .48477 .787 -.9006 2.0006
-.1000 .48477 1.000 -1.5506 1.3506
.0000 .48477 1.000 -1.4506 1.4506
-.2500 .48477 .985 -1.7006 1.2006
-.5500 .48477 .787 -2.0006 .9006
-.6500 .48477 .670 -2.1006 .8006
-.5500 .48477 .787 -2.0006 .9006
-.8000 .48477 .485 -2.2506 .6506
.1000 .48477 1.000 -1.3506 1.5506
.6500 .48477 .670 -.8006 2.1006
.1000 .48477 1.000 -1.3506 1.5506
-.1500 .48477 .998 -1.6006 1.3006
.0000 .48477 1.000 -1.4506 1.4506
.5500 .48477 .787 -.9006 2.0006
-.1000 .48477 1.000 -1.5506 1.3506
-.2500 .48477 .985 -1.7006 1.2006
.2500 .48477 .985 -1.2006 1.7006
.8000 .48477 .485 -.6506 2.2506
.1500 .48477 .998 -1.3006 1.6006






























































Means for groups in homogeneous subsets are displayed.





































Penimbangan berat badan tikus 
Swab vagina  pada tikus  
Pembuatan Rhodamin B 
Proses Aklimitasi 
Rhodamin B 







Pemberian Rhodamin B pada tikus Pembuatan vitamin E 





Pemberian Vitamin C 
Vitamin E dan Vitamin C 






Pengambilan organ ovarium 
bagian kanan 
Ovarium direndam formalin 10% 
Proses pembuatan sediaan histopatologi 
